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S吻毎 加 o cc 祝ぶ 戊鋸 柁 鋸ぶか ら 単離さ れ た カ ナ マ イ シ ン耐性 プ ラ ス ミ ド pU BllO は 風7rオ肋 ご ざ乙 舶J由に
お い て も増殖可能であ る． こ の プ ラ ス ミ ドの 複製開始機構 と分配機構を調 べ るた め に ， 種々 の 欠失プ ラ ス
ミ ドを作成 して 且 5鋸は 掠 に お け る自 己複製能， 形質転換能及 び安定性 を検討 し た． 制 限酵素で切 断し た
D N A断片を用 い た解析 か ら， こ の プラ ス ミ ド の 自己複製 に 必 要な 機能は複製開始点を含む 1631塩基対か
らな る Taq ト HpaII D N A断片 に 含ま れ て い る こ と が明 ら か と な っ た ． 塩基 配列決定の 結果， こ の D N A
断片内に は 303 アミノ 酸を コ ー ドす る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム くO R FJ が存在す る こ と を 見い 出 し
た ． しか も， こ の O R F内に 含 まれ る 2個 の Taq I部位 を切断す る と複製能 を失う こと か ら， こ の O R F は
プラ ス ミ ドの 複製 に 必要な蛋白くR E P蛋削 を コ ー ドし てい る遺伝 子 で あ ると 考 えられ る． 核酸 分解酵素
Ba131 を用 い て作成し た種々 の 欠失 プ ラ ス ミ ドの 且 s 祝如才g ねに お け る安定性を検討 した 結果， 以 前 に 且
Subi lis細胞膜と の 結合活性が認 めら れ て い る M bo I D N A断片CB A 3領域1 に 欠失が 及 ん で い る 2種の
プ ラ ス ミ ドが 非常 に 不安定 であ っ た
．
こ の 領域の塩基配列 を解析 した結果， 数種 の ス テ ム ー ル ー プ構造が
形成可能 で あり， 不 安定な プ ラ ス ミ ドで は こ の 構造に 欠失が 生 じて い る こ とが わ か っ た ． ま た， こ の B A 3
領域 に 欠失が生 じてい る プ ラ ス ミ ドで は 且 ざ祝抽 ぬ 形質転換活性が他 の プ ラ ス ミ ドの 1ハ0 以下 に 低下す
る こと が見い 出され た． さ ら に ， こ の 欠失プ ラ ス ミ ド に 新 た に B A3領域 を有す る D N A断片を挿入 す る
と， プラ ス ミ ドの 安定性及 び 且 ぶ鋸如 嶽 形質転換活性 は共 に B A 3領域 を有す る他 の プラ ス ミ ド の レ ベ ル
に まで 回復 した
．
こ れ らの 結果か ら ， ス テ ム ー ル ー プ構造 が形成可能な B A 3領域 は プ ラ ス ミ ドの 安定維持
と 且 5鋸如才J怨 を効率よ く形質転換 させ る た め に 共 に必要 で あ る こ と が 明ら か とな っ た ． また ， 細胞 内で の
相同 D N A の組み換 え活性 を失っ て い る 柁 Cg一株 を 及 ぶ衰粛紘 形質転換の 受容薗と して 用 い た場合 に は，
柁 亡君＋株で 観察さ れ た B A 3領域 の欠損 に 伴 う形質転換活性低下 現象が よ り顕著 に あ らわ れ た
．
こ の こ と
は， pUBllO を改良 して 且 ざ衰粛桁 に お ける 新 しい ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー を作成 す ると き ， そ の 作成過程
で B A 3領域 を失わな い よ う に 注意す る必 要が あ る こ と を示 して い る
．
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プ ラス ミ ドが 細菌細胞 で 安定 に 維持さ れ る た め に
は， プ ラス ミ ド D N A が複製され ， さ ら に 新生プ ラ ス ミ
ド分子が 2個の娘細胞 へ 正確 に 分配 され る こ と が必要
で ある． 種々 の プ ラス ミ ドを 用 い て これ らの 問題 を研
究す る こ とは細菌染色体の 複製と分配 に 関す る研究の
モ デ ル 系とも な り， 重要 な意味が あ る． また ， 種 々 の
目的に 応 じた ク ロ ー ニ ン グベ ク タ ー と し て 利用 す る際
に も 有用 な知見 と なり得 る．
且s cゐe アブcカね cogZを宿主 と す る種々 の プ ラ ス ミ ドに
つ い て そ の 複製開始機構 が研究さ れ り ， そ の 結果 プ ラ
ス ミ ドの 自己複製 に は プラ ス ミ ド側の 国 子 と し て基 本
的 に 以 下の 二 つ の こと が 必 要で あ る とわ か っ て き た ．
一 つ は ， 複 製開始点 を含 む数百塩基対 か ら な る配列
わrり で あ り ， もうM一 つ は ， そ の 構造と 結合す る複製
に 必 須な 蛋白くR E P蛋白う で あ る． そ して ， プ ラ ス ミ
ド D N Aに は さ ら に こ の R E P蛋白量 を調 節 す る 領域
A b br eviatio n s こB H I
，
Br ain Hea rtInfu sio n三bp， bas epairsi B． s ubtilts， Bacillus subtilh
E． c oli， Esche rich 由coliJ EtBr， ethidiu m br o mideニ O R F， OPen re adingfr a m eニ R F， r eplic a－
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が存在 し， こ の 調節機構に よ っ て 細胞 あ た りの プ ラ ス
ミ ド分 子数 くコ ピ ー 数プ を決定し てt lる ． ま た ， 分配
機構 に つ し1て は， プラ ス ミ ド側の 因子 と して プ ラ ス ミ
ド D N A 上の 特異的な塩基配列を必 要 と す る こと が い
く つ か の プ ラ ス ミ ドに つ い て 報告さ れ て い る2J31．
一 九 グラ ム 陽性 の 励 r肋 5 SZイ摘〆ね に も 固有の プ
ラ ス ミ ドが存在す る が， 適当な遺伝子 マ ー カ ー を含ん
で い な い
． し か し， Sた砂毎 加 0く二C祝ぶ 戊捏柁祝ぶ か ら単離さ
れ た 薬剤耐性 プ ラ ス ミ ドは 風 上劇 痛仏 に お い て 自 己
増殖 す る こと が 明ら か に な り4J， 且 ざ祝 捕gねに よ る遺伝
子 ク ロ ー ニ ン グ の 有用 性が明 らか に な る に つ れ て ベ ク
タ ー と し て繁用 され て い る ． それ に も か かわ ら ず， こ
れ ら の プ ラ ス ミ ドの 複製及 び安定維持 に 関 して 詳し い
研究 は ほと ん どなさ れ て い な い ． そ こ で ， 本研究 で は
材料 と し て 且 ぶ祝 摘 偽 に お け る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク
タ ー と して繁用 さ れ ， しか も その 複ヨ削こ細胞膜 との 結
合の 重要性が指摘さ れ てい る5Jカ ナ マ イ シ ン 耐性 プ ラ
ス ミ ド pU B llOを用 い た．
こ の プ ラ ス ミ ドの 複製開始機構 を解析す る た め に ，
まず R E P蛋白の 存在 に つ い て検討 し た． 複製 開始に
R E P蛋 白 を必 要と す る場合に は， 自己 複製 に れ少 遺伝
子 を 含む 一 定サ イ ズ の プラ ス ミ ド D NA 領域 を要求す
る こ とが 期待さ れ るの で ， 複製 に 必須 な最小領域の 決
定を試み た ． そ の 結果， 自己複製に 必 要な領域 を複製
開始部位 くo rオ1 を含 む約 1650塩基対 く毎う の 領域 に
ま で限定す る こ とが で き た． こ の と き 同時 に ， こ の プ
ラ ス ミ ド は 且 ぶ録如才ぬ に お い て 非常 に 不 安定 で あ る
こと が わ か っ た ． pU BllOの 安定維持 に 関す る研究 は
ま だ な され て い な い の で ， 上 記 165 0 bp以 外の D N A
領域 に こ の プ ラ ス ミ ドの 安定性に 関わ る 因子が 存在 し
て い る 可能性が考え られ る
．
そ こ で ， こ の プ ラ ス ミ ド
の 分配 機構 を解析す る た めに 複製 に 必 要な領域以外の
領域 に 種々 の 欠失を有 する プ ラ ス ミ ド を作成 し， その
且 ぶ祝 裾 ね に お け る安定性を検討 し， 複製開始必 須領
域と は全く 異な る部位の 特定 の 配列が安定維持 に 必 須
で あ る こ と を明 ら か に した．
材料お よ び方法
1 ． 使 用 菌棟 お よび プラ ス ミ ド
1 ． 使用 菌株
且． 瑞蘭 C 60く1r－m．株 く砺 肋1 ノe 緑風 わ亡辛 わ乃A ，
封ゆ且 ゐsd 斤， ゐsd 財う を宿主 と し て プ ラ ス ミ ドの 作成
をお こ な っ た ． 塩基配列決定の た め に 作成し た種 々 の
M13フ ァ ー ジ組換え体 の 選 択お よ び増殖に は 且． 抗痛
JM l O5株 くAん7砂 和 ， 勅 ざルカ， S占増 血 耽 F
，
血 D3坑
如 A昂 わcJqZA劫リ5う を用 い た． 且 j頭痛 地 の 形質
転換の 宿主 と して C R K 3000陣 場 7 閥 倣 卜 卸 班 雄
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砧 A316I， C R K 3IjII6 故 紙 m gf月5， 少祝 班 紙 柁乙戯I7，．
B D170くどゆC 2， 才力宿J， BD 224 りゆC 2， メカ帝 柁C朗 j8，，
P S L lく7gzfg， 仔曙J 5， 才力班 J， 柁く劇 ， 加 瑚 減 刑 北 東げ
の 5種の 菌株を使用 した． PS Ll株 はア メ リカ 合衆国，
デ ラ ウ エ ア大学 の Pen e博 士か ら供与され た．
2 ． プ ラ ス ミ ド
pU王ヨ110 は 5一 戊乙〆7官Zイぶ由来の 且 5血痛倣 で 増殖す る
カ ナ マ イ シ ン耐性 プ ラ ス ミ ド， pB R322 は 且 n痛 の ア
ン ピ シ リ ン及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐性 プラ ス ミ ドで あ
る
． 本研究で は い ずれ も pU BlO とpB R322 との 複合
プ ラ ス ミ ド で あ る pNO2
1 0，
， pN O4， pM SlO2
，10切 3種
を用 い たく図 2l． pN O 2 とpN O 4は pU B llO を制限酵
素 Alu I で部分 分解し て得 られ た D NA 断片と Ec 。
RI で 切断 し た pB R322 DN A と を結合 さ せ た 後 E
く
－
0ノよに 導 入 し， カ ナ マ イ シ ン 耐性の 形 質転換体 か ら単
離し た． pM S1 02
，
は pU BllO とpB R322の マ 山 カ ー 遺
伝 子 を 含ん で い る Ec oR I－B am H I断片か ら な る．
B． s ubtilis で pN O4 とpM S lO2
，は 増 殖 で き る が，
pN O2 は増殖 で き な い ． pU B llO は図 2 に 示 し た 。rl
部位 か ら 複製 が始 ま り， 矢印 の 方向 に 進行 す る 川 ．
PN O 2 とpN O 4の 複製能 の 比 較 から ， O ri部位 を 含む
領域が pU B llOの 複製に 必 須で ある と考 えられ る．
口 ． 試薬類
各種制限酵素は 宝酒造榊 あ るい は 日本 ジ ー ン鮒 の 製
品 を， 他の 酵素類， Sal 王リ ン カ ー ， ア ガ ロ ー ス 及 び低
融点 ア ガ ロ ー ス は 宝 酒 造湘 の 製品 を 用 い た ． M13
mplO 及 び mp11 R FD N A は P ha r m a cia P．L Bio－
Chemic als か ら購入 し， シ ー ク エ ン シ ン グ用 キ ッ ト及
び Ea － 3 2Pコ d A T Pく3400 CiJm m oll はい ず れ も
A m ersha m Inte rnatio n al plc． か ら 購入 した． Brain
He artInfu sio nくB H Il 培地は Difc oLab． の ， 硫酸カ
ナ マ イ シ ン は ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 山之 内梱の 製品
を それ ぞ れ用 い た ． 他の 試薬は い ず れ も和光純薬湘あ
る い は 半井化学湘 の 製品 を用 い た．
王I王． プ ラス ミ ド D N Aの 調整及 び形質転換
1 ． プ ラ ス ミ ド D NA の 調整
プ ラ ス ミ ド D N A は E． coliか ら Birnboim－Doly の
方法1 2Iに 従 っ て 抽出した
．
2 ． 形質転換
プ ラ ス ミ ド D N A及 び M13 フ ァ ー ジ 組 換 え 体
D N A は Ma ndeトHiga の 方法t3，に 従 っ て そ れ ぞ れ E．
COli C 6OOr．mq株及 びJM105株 に 導入 した．
且 5血沼 地 の 形 質転換 は 且． 比漬 か ら抽出し た プ ラ
ス ミ ド D NAく1－2jLglを使用 し， Dubna uの 方法1 411 51に
従 っ て 実施 した
．
カ ナ マ イ シ ン 10月gノmlを 含む 寒天
平板で 形質転換体を選 択 し， その 出現数 を計測 して 形
質転換効率 を比 較 した
．
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lV． プ ラス ミ ドの 安定 性試験
プ ラ ス ミ ドを保持 し て い る C R E 3000株 を カ ナ マ イ
シ ン を含 む選択平板上 に 塗抹 して 培養し， 新鮮な コ ロ
ニ ー を形成さ せ た後， こ の コ ロ ニ ー の 一 部 く対数増殖
期の細胞群I を滅菌楊枝に 付着さ せ ， カ ナ マ イ シ ン を
含ま な い 非選択平板 に 塗抹 し， 37
0
Cで 培養 した ． 生育
して き た 同 一 コ ロ ニ ー の 一 部 を経時的に か き取り ， 希
釈後 ， 非選択平板上 に 広げて 培養 した． 生育 して き た
40コ ロ ニ ー を選択平板 に 塗抹 して カ ナ マ イ シ ン 耐性
性質の 有無， す な わ ち， プ ラ ス ミ ドの 有無を調 べ た ．
V
．
プ ラ ス ミ ド分 子 数 の 比 較検討
各プ ラス ミ ド を保持 して い る C R K 3000株 を 選択液
体培地で菌数が約 3 XlO8細胞ノmlに な る まで 培善 し，
そ の 10ml を 遠 心 分離 し て 得 ら れ た 菌 体 か ら
M a r m u r法161の 一 部 を変更 した 方法1 71に 従 い 染色体及
び プ ラ ス ミ ド D N A を抽出した ． こ の D N A溶液の 1I
4量 を制限酵素 Ec oR 工 で完全 に 切断後， 1％ア ガ
ロ ー ス ゲル 中で電気泳動 し， 0．5ノ欄ノml のエ チ ジ ウ ム
プ ロ ミ ド くEtBrl で 染色 して か ら紫外線下で プ ラ ス ミ
ド D N A量 を比較 した．
W ． 塩基配列 の 決定
M 13－dide o xy チ ェ
ー ン タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 を用 い
て， pU B llOの 複製開始領域を含 む Ec oR I切 断部位
か ら Pマu 工工切断部位 ま で 約3500 bp の 塩基配列 を決
定 した． す な わ ち， 各種制限酵素 を用 い て D N A の小断
片を作成 し， こ れ ら を M 13m pl O及 び m pll の適切 な
ク ロ ー ニ ン グ部位 に挿入 後， A m e rsha m 社発 行の説明
書 に 従 っ て そ の塩基配列 を決定 した ． 図1中矢印は塩
基配列 を決定 した領域 とそ の 方 向を示 して い る ． 両鎖
の塩基配列を決定 して その 結果 に 矛盾 の ない こ と を確
認 し． た ．
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王 ． プ ラ ス ミ ド ptT B llOの 自己 複製 に 必 要 な D N A
領域
図 2 に 示 し た よ う に 且 j加賦 払 で 増殖 可 能 な プラ
ス ミ ド pN O 4 を制限酵素 ClaI と Hpa II で切断 し，
pU BllOの複製開始領域 を含 む約 1800 bp の D N A断
片を単離 した． こ の断片 を さ ら に制 限酵素 Taq 工 で部
分分解 し， 生 じる各種 D N A断片 を複製開始領域 を失
い
， 且 s祝加 地 で 増殖 で き ない プ ラ ス ミ ド pN O 2の
Cla 工部位 に ク ロ ー ニ ン グ し た． 得 られ た 各種 プ ラ ス
ミ ドの 且 5融 摘 掠 に お け る複製能 を調 べ て み る と，
1650 bp の Taq I ． HpaII切 断断片を含む プ ラ ス ミ ド
の み が 自 己 複製能 を 示 し， こ れ よ り も 小 さ い 他 の
D N A断片を含 む プ ラス ミ ド はい ずれ も自 己複製能 を
示 さな か っ た
．
こ の こ と は pU BllO の自己 複製の た め
に は複製開始部位 を含 む広い 領域 が必要である こ と を
示 して お り， ク■砂 遺伝子 存在 の可能性 が考 え られ た ． そ
こ で ， PN O4 に含 まれ て い る pU B llO D N A の塩基配
列 くpU B llO D N A の Ec oR I部位か ら P vu II部位 ま
で約 3500 bplを決定 した． そ の結果， 図3 に示 した よ
う に こ の 3518 bp 内に 4偶の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ
IAI
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Fig．2． Str u ctu r e of pla s mids a nd the e s sential
r egio n fo r a uto n o m o u s replic ation of pUB llO
pla s mid．
くAIGenetic and restrictio n site s ofpU BllO， tW O
shut tle vectors， PM SlO2
，
a nd pN O 4， a nd a n o ri
S e a rChing v e cto r， pN O 2， a r e Sho w n． Restrictio n
e n zym e cle a v age site s a re こBa mH I， サ ニ Ec o
R I， ロ ニ Taq I ， 書 i HpaII， 0 ニ a nd Cla I， A ．
くBIA HpaII－Cla I fr ag．m e nt w a sis olated fr om
pN O 4． Va rio u sfr agm e nts obtain ed by pa rtial
dige stio n with Taq I w e r eins erted into the Cla
I site of pN O 2to te st fo rtran Sfo rm atio n of
ka n a mycin ．resista ncein B． subtilis． Only a 1650
bpfragm e ntis a ctive for thetr a n sfo r m atio n．
プ ラ ス ミ ドの 複製と安定維持
GA ATT C m AA G G A AC G T AC A G AC G G ぐTTA A ACC T T T A AA A AぐG TT TT T A AGく一G GT T T G TA C A C AA G m A A G GA T A AAA CAG C A C A T T CC AA G A AA
亡 c oR l
A A C A CG A T T T AG A A CC T A AAA GA C G A A TT T G A AL
．
T A A r－C A TA A CC GA C A GG T A A AA A A AG A A C C AA m rG AGATC A 描 A A TG A GT T T
2 OI A A A A AG A C C C TG A A AA G GTG T C TT T T T T TG A T G G T TT T G A AC T TGT T CT T T CT T A T C TT G A T AC A T A TA G A A AT ACG C AT T T TT A TT T T A GT TG C T GA
3 01 A A G G TG C G T TG A A G TG T T GG T A T訂 A G TりT T 一丁A AA G T AT T G A AA AC CC T T AA A A T TG G T TT G C A C AG A A A AA e C CC A T CTG TTA G T T AT A AG T G AC












AA G A TT G TG ぐT G A A AT A T TA G A GT A T A AC AA T CG T G AA A C AG G C G AA A G AA A G T TGT A TCG G T G GT TT T G TA A A TC C A GG C T TT G T CC A ATG TG
I暮ql
C A A CT G G AG G A G A GC AA T GA A A CA T G G C AT T C A G TC A C A AA Am T GT TG r T GA A G T TA T T A A AC A A AA G C C AA C A GT TCCTT GG T T GT T T C C A C AT T A
A C A GT T A A AA A T GT T T A TG AGG C G A G AA T T A A A TA A G AG T T TG T C AG A T A TGG C T CA G AT T C Gr C G A AT G A TG C A AT A T AA A A AA A T TA A TAAAA
A T CT T G T TG G T T T T AT GC G GC AA C G G A AG T G A C A AT A A AT A A TA A AG AT AA TT C TT AT A A TC A C C AC A T GC AT G T AT T GG T A T GT m X3AA CC A AC T TA
T TT T AAG AAT A C A GA A A AC T A CG T G A A T CA A A A A C AA T G GAT T CA A TT T T G6 AA A A A GG C A AT G A A A TT A G AC T A T GA T r CA AATG T AA A A GT T C AA A TG
HbくI
AT TCG A C CG A A A A AT A A AT A T A AA T C GG AT A T A C A AT C G C A TT G AC G A A A CT G C A A AA T AT C C T GT A A A GG ATAC 偶 人TT T T AT G AC C G A TG A TG A AG
Ttq l
A A A AG A ATT T G A A AC G T TT G T CT G A T T TG G A G G A AG G T T TAC CC G T A AA A G GT T A A TC T C CT AT G G TG G T TT G T T AA A A GA A ATA C AT A A A A A TT A AA
C CT TG A T GA 亡A C A G AA G AG C T T T G AT T C A T AC A C A TG A T GA C G A AA A A GC C G A TGAA G AT G G A TT T T CT A T T AT T G CA A T GT GG A A TT GG GA A C G
A A A AA T T AT T T T A TT A A AG A TA G TT C A C A A A CG G G C CA G T T TG T TG A A G A TT A G A TG C T AT A A T TGT A TT A A AA G G T T AA G GA T C CT T A GG A A GA










AC C A A T A AT A A T G AC T A GA G A AG A AA A A T G A A GA 一丁G TT C A TG A A AT T A AG G A A C GA A T A TT G G A TA A AT A T GG GG A T GA T G TT A AG G C T AT T GG T G TT
T AT G G C T CT C T T GG T C G TC A G ACTGA G G C C C TA T T C GG A T AT T G AG A T G A TG T G TG T C A TG T C A AC A G AG G A AGC A G A m T CA G CC A T GA A T GG A CA A
C 亡t m G A GT C G A A GG T G GA AGTGAA T TT T G A T A GC G A A GA G A TT C T AC T A GA T T A T GC A TCT C AGTCG A AT C A GA T T GG r C GC T T AC A C AT G GTC AT T
Hp I H
T T TC T C T AT T T T GC C G A TT T ATG A T T eA GL了T G AT A C T TA G AG A A AG T G T AT C A A A CT GC TA A T CGL m G A A GC CC A AA C G TT C C AC G A TtX GA T TT G T
G C Cr T T ATC G T AG A A G ALiC T GT T T G A AT A T G C AGGtIA A A TG G Cti一人A T AT T CG Tく汀 GC A A GG A C C GA C A A亡A T TT CT A C CA T いI TT G AC T G T AC AliG T AG
C A AT G G C AG GT GC C A T GT T G A TT G G TC T G ぐA T C AT C G C ATC T G TT A T A亡G A C GA G C GC T T CG G T CT T A AC T G A AG CA G TT A A GC A A TC ALIA Tl T TC C T Tr
891 1 1
A GG T T A T GAC CTC T G TG C C AG T T C GT A A TtI T C TG G T C AA C T T TC C G AC T C TG A G A AA C T TC T G G AA T CG C T A GA G A A TT T C TGL3A AT G G G AT T CAtXZ AG
T GG A C A G AA C G AC A C GG AT AT A T A G TG G A T G T GT C A A A AC G C A TA C CA T T TG AA C GA T G AC CT C T A A TA A T TG T T A AT C A TG T T GG T T A CG T T AT T
24 0 1 A AC T T C TC C T A GT A T T AG T AAT A C A G G CT GT C A T GG C G C A TT A ACGG AA T A A AG G G TG T GC T T A AA T C GG G C C A TT T T GC G T A AT A A GA A A AA GXiA T










C C AGT C GG G G A TA T T AA A A AG A C T A TA G G T T T TT A T T G CG A T AA AC TA G G TT T 亡AC T T GG T T CA C C AT G A AG A T 餌 AT T C GC A G TT亡T A AT G TG T AA T G
AGG T T C GG A T TC A T C TA T G GG A G G C AA G T G A T G AA G G C TG C C C TC T AG T A A TG A TT C A C C 郁 T TT G T AC A G G TG C GG AG T C GT T T AT T GぐT G GT A C
Hp11 I
TGC T A GT T GC C GC A T TG A A GT A C A GG G A A TT G AT A A TT A T A TC A AC A T A TT A A G CC T TT G 6 GC A T T TT G C AC C C CA AT A C A C A TT A A AA G AT C A GT G G
T GG G AT GA A 亡G AG A C T TT G C AG T A A TG A T C C C GA C A A C AA TG A T TA G ぐT T T T TT C A AC A A AT A A A AA G C T AA A A TC T A T TA T T AAT CTG TT CAG CA A T
30 0 1 C G GG C G C GATT GT AA TA A A AG A T A CG A G A G A CC T C T CT T G T AT C T TT T T TA T T TT GA GTG G GT C C G TT C A C TA G A AA A r CC A A A1 A rA A T AA AA
31 0 1 A TT T A T TC T T G亡T G A GT C T GG C T TT C G G T A A GC T A G AA AA ACG G A A AA T A A AA A TT G G CA A C G GT T T AA A G GT G G Ar， AT T TT T Tくi ArITriA TrT CT
Hbq1
3 20 1C A AA A A A TA C T AC C T GT C C CT T G ぐT GA T T T T T A AA r G AG C A CGAG AGC A C CC CC CT T T G CT G A G GT GLiCA G A GG G C A GG T T T TT TT GT T TC T TT T TT
3 301 CT CG T A A AA A A A AG A A AG G TC T T A AA G G T T T TA T G G T TT T G G TC G GC A ぐC GA C A GC C T CG C AG A A CA C A T T T T G A A TA T A AG TA TA GT G T GT T AT
34 0 1 AC TTTA CTT G G AA G T GG T T GC C G G AA A G A G CG A A A A T GC C T CA C A TT T G T G亡C A CC T A AA A AGC AG ぐG A T T TA C A TA T G G T T AT G C AG T T TG T AG A AG r
HpI I I








Fig． 3． Nu cle otide s equ e n c e of a la rge r Ec oR I－PvuII fr agm e nt of pU B llO． T he n u cle otide
n umbe rl is Ec oRI site a sin Fig． 1． Ope n r e ading fra m e sくO R FsI a r ebo x ed． P。SSible S D
S equ e n C eくbinding region to ribo s o m eJfo r e a ch O R F is u nderlined． ka n，ka n a mycin－reSista ntgen ei
噸P， eS Se ntialge n efo r a uto no m o u s r eplic atio n ofpU BllOpredicted fr o mthis studyこ B A 3， M bo I
fr agm entくNo ．2928－3195l．
1148
レ ー ム くO RF， 蛋白 を コ ー ド す る こ と が 可能 な遺伝子1
を見い 出す こ と が でき ， さ ら に 3個の OR Fに つ い て
は い ずれ も その 開始 コ ド ン の 上 流に リボ ゾ ー ム と の 結
合配列くS D配列1 を認 める こ と が で きた ． 問題 の Taq
Table l． Pla smi dtr a n sfor m atio n of re cE＋ a nd
r ecEqr e cipie nts
Re cipientsくNu m be r of transfo rm a nts
Pla s mid JJJLg plas mi d DN AJ



















































































T he plas midtransfor m atio n m ethod de sc ribed by
Dubn a u et al1 4． 15I w a s us ed． C R K 3000a nd BD170
a re 柁 CE十 strain s a nd otherthre estrain s a r e re cEJ－
3う0 0
I くNo ．171トHpa IIくNo．18011 1631 bp 断片 に は 303
ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し得 る O R F が存在 し て い た ． しか
も 切 断 に よ り 自 己 複製能 を失う 2 偶 の Taq 工 部位
くNo．662， No ．11 03コは い ずれ も こ の コ ー ド領域内に 存
在 して い る の で こ の O R F が7境 遇伝 子 で あ る と考 え
ら れ る．
しか しなが ら， pU B ll O の複製 の 最小 領域 を決定す
る た め の ベ ク タ ー と し て 用 い た pN O 2 はそ の 制 限酵
素地図 よ り pUB llO由来の D N A と し てカ ナ マ イ シ
ン耐性遺伝子く烏戊乃 遺伝 刊 の 他 に その 下流領域 の 塩基
配列 くNo．3134 の Alu 工部位ま でフ を有 して い ると 考
え られ る
． 図 3に 示 す よ う に ， こ の 領域 に は O R F124
や in vitr oで細胞膜 との 結合活性が認 め ら れ て い る
BA 3領域I BJくM bo I D N A断片， No ．2928－31951の 一
部が 含 まれ て い る ． こ の プ ラ ス ミ ド の複製 に は プラ ス
ミ ド D N Aの 細胞膜 へ の 結合 が重 要で あ る と報告 され
て い る の で， pN O 2に 残存 し て い る B A 3領域 の 一 部
や O R F 124遺伝子 産物 を pU Bl lOの 自 己複製 に 必 要
で な い と 断定 す る こと はで き な い
．
そ こ で ， こ の 間題
を 解決 す る た め に プ ラ ス ミ ド pM Sl O2
，
を 制 限酵素
サ ー ー ナ ．
2 う0 0
仁忘正二





Sal 王 B 8 m エ v uT 工 E 王工 M t，0工 M boエ 肌 0 工Hp且 工工Hp8 エ
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Fig．4． M ap ofpla smi ds withdeletio n sin B A 3regio n．
Deletion s were c re ated by digestio n with Ba131 fro mBa m H Isite ofpM SlO2
，
． T hick a ndthin
lin e s r epresent the s equ e n c e ofpU BlOa nd pB R 322r e spe ctiv ely． Brokenline s a r ethe sequ e n c e s
deleted by Ba131． Sal I l in ke rsindic ated bytria ngle w er ein s erted into e nd－pOints ofthedeletio n．
Arr o w sindic ate the dire ctio n s of O R Fs． Nu cle otide n u mbe r of end－pOint of deletio n of e a ch
plas midw a sdete rmined by sequ e n cing e achSal I－Bgl II fragm e ntfr o mSal I site to Bgl l工site















プ ラ ス ミ ドの 複製と安定維持
Ba m H Iで 切断後 Ba1 31を作用 さ せ ， 上 記2領域 に
図 4 に示 す よ う な種 々 の 欠失を有す る プ ラ ス ミ ド を作
成 し， そ れ らの プラ ス ミ ドの 且 5扉南仏 に お ける 自己
複製能 を検討 した ． 欠失程度が最も大 き く， 上 記2領
域が完全 に 失 な わ れ て い た プ ラ ス ミ ド pS M 139 で も
表に 示 し たよ う に C RK 3000株で カ ナ マ イ シ ン 耐性の
形質転換体が得られ ， 自己複製能 は失な わ れ な い こ と
がわ か っ た 一 従 っ て， O R F124遺伝子 産物及び B A 3領




プ ラ ス ミ ド に よ る 風 土加痛 地 形 質転換活性 の
差異
各 プ ラ ス ミド の 自己 複製能 を調べ る過程で自己複製
能 を有 す る 種々 の プ ラ ス ミ ド の 風 土血 摘偽 形質転換
活性に 差 の あ る こ と が見 い 出さ れ た
．
すな わ ち， 表 に
示 し た よう に C R K 3000株 を受 容蘭と した 場合， 2種
の プ ラ ス ミ ドくpMSlO2，と pS M 19で は 1－2JLg の プ
ラ ス ミ ド D N A あ た り 4000以 上 の カ ナ マ イ シ ン 耐性
形質転換体 が得 られ た の に 対 し， pSM lO3で は上 記 2
種 の 約 1ノ6 に ， ま た 4 種 の プ ラ ス ミ ド くpS M 132，
pS M lOl， pSMlO9， pS M 1391 で は 1110 以下の 値 に 低
下 した
．
そ こ で ， こ の 点 5扉砿偵 形質転換溶性 に 影響
を及 ぼ し た プラ ス ミ ド D N Aの 領域 を調 べ るた め に 上
記6種の 欠失プ ラ ス ミ ドの 欠失終了点 をそ の 塩基配列
を決定す る こ と に よ り求め た
． 図4 に示 し たよ う に ，
形質転換活性 の 低下が み られ た 4種 の プ ラ ス ミ ドで は
い ずれ も そ の 欠 失が B A 3領域内 に 及 ん で い た
．
こ の
と き pB R 322側 へ の 欠失程度 と形質転換活性低下と
の 間 に は 規則性 が 見 ら れ な い の で ， こ の 現 象 に
pB R 322の 配列 が関与 して い る と は考 え に く い ． プラ
ス ミ ド D N Aに よる 且 s 祝如才払 の 形質転換現象 は染色
体 D N Aに よ る場合と は 異な り 撒 官 選伝子 産物 を 必
要と しな い こ とが 知 られ て い るが ， こ の 機構の 詳細 に
関し ては ま だ不 明な 点が 多い 刷 ． そ こ で， 今 回見 い 出さ
れ た こ の 形 質転換活性低下現 象も 撒 ぜ 遺伝子 産物 に
依存す る か どう か 検討 す る ため に 3種 の 柁 dr 株 を受
容菌と し て 用 い ， そ の 形質転換活性 を調 べ た． ま ず，
遺 伝 的背 景 が C R K 3000株 と 異 な る 別 の 柁 ば ＋株
BD170 を受 容菌 と し て 用 い て も 同様 の 結果 が 得ら れ
た
一 従 っ て ， こ の 活性低下現象は C R K 3000株 に 特有の
も の で は な い ． 3種 の 柁CE一株 くC R K 3006， B D224，
PS L lうを用 い た 場合 は， 相 通 十株に 比 べ て相対的に 形
質転換体数 が減少 し， さ ら に B A 3領域 の 欠 失 に 基 づ
く活性低下現象 は著 しく強調さ れ る こ と を観察 した．
次に ， BA 3領域 が形質転換活性の 促進に 関わ っ て い
る こ と を証明す る た め に ， B A 3領域及 び O R F124遺伝
子 を完全 に 失 っ て い る プ ラ ス ミ ド pS M 1 39に 新 た に
1 49
B A 3領域 を含 む 662 bp の HpaII断 片 を挿入 し た プ
ラ ス ミ ド pS M 1 393を作製し 個 4J， この プラ ス ミ ド
の 及 ぶ祝如才ぬ 形質転換活性 を測定 した ． その 結果， 表
に 示 し た よう に 5種の 受 容菌 のい ずれ を用 い て も形 質
転換活性 は親 プ ラ ス ミ ド で あ る pM S lO2，と ほぼ 同等
の レ ベ ル に ま で 回復 し た
． 従 っ て ， pU BllOを用 い た
且 5頭痛 払 の 形質転換効率に 影響 する プ ラ ス ミド側の
因子 は少 な く とも B A 3領域 を含む 540 bp くNo ．2764．
3303ンの 領域内に 存在 して い る．
III
． プ ラス ミ ドの 且 ざ録加 地 に お け る 安定性
プ ラ ス ミ ド pU BllOの 複製開始領域1631 bp を自
己複製能 の な い プ ラ ス ミ ド pN O2に 挿入 して 得 られ
た プ ラ ス ミ ド は 且 ぶ緑 地 払 に お い て自 己複製 で き る
よ う に な っ た が ， 非常 に 不安定 で こ の プラ ス ミ ドの 脱
落し た 且 罰始損ね 細胞の出現 が容易に 観察で き た
．
と
こ ろが ， こ の と き用 い た pN O 2は 且 ぶ鋸鋸 払 の 形質転
換活性 に 関係 す る BA 3領域の 一 部を 欠失 し て い る．
そ こ でI BA 3領域 の欠失が原因で 生じ る 且 ざ 励 地 形
質転換活性低 下現象はプ ラ ス ミ ドの 極端な不安定性 に
依存 して い る の か も しれ な い と考え て， 各プ ラ ス ミ ド
の 且 ぶ乙舶7ゐに お け る安定性 を検討した ． 図 5 に示 し
た よ う に ， プ ラ ス ミ ド を 保 持 し て い る C R K 3000
く柁 ば り 株 を非選択培地 で 3 78C， 26時 間培養 した 結
果， pU B llO が 100％の安定性 を示 した の に 対 し， B A 3
領域 に 欠失が及 ん で い る 2種 の プ ラ ス ミ ド くpS M 132
と pS M 1391 で はほ とん どの 且 餓 鰯 助 細胞が プ ラ ス
ミ ドを 失 っ てい た
． ま た， 形質転換活性低下が み られ
Fig■ 5． Stability ofva rio u spla smidsin recE十 c ells
．
Cells c o ntain lng pU BllO o r e ach o n e of its
deriv ativ e s w er egro w n o n aka n amycinくK ml－
C O ntain ing aga r m ediu m a nd then gro w n o n a
Km －fr e e mediu m at 37
0
C fo rindic ated tim e s．
Pe rc e nt of K m －re Sista ntくKmり c ells w as deter－
min ed by e xamln lng 40c olo nies ap pe a r ed in K m －
fre e aga rplate s． 0 －0 ， pU B1103 ロ ー ロ ，
pS M 1 9言 0
－ 0
， PS MlO3i 貪 一 寸 ， pS M 132三
ム ー A ， pS M 139i Er 叫 EI， pS M 1393．
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な か っ た プ ラ ス ミ ド pS M 19 や若干 の 活性低下 が観察
され た pS MlO3及 び新た に B A3 領域 を加 え活性の 回
復が 認 め られ た pS M 1393の 種の プ ラ ス ミ ド で は い
ずれ も 26時間培養後の プ ラ ス ミ ド保有率 が約 50％ で
あ っ た
．
この よう に ， 形質転換活性の 低下や 回復が 観
察さ れ た プラ ス ミ ドで 同様に 安定性の低下及 び 回復が
認 め られ ， こ の 両者の 間 に は相関性 の あ る こ と が わ
か っ た
．
Ba1 31で B A 3領域に 向か っ て 削 り込 ん で作
成 した pS MlO3 と新 た に B A 3領域 を含む断片 を挿入
して 作成 した pS M1393 が同様 の 安定性 ほ6時間 で
50％プ を示 した の で ， 両プ ラ ス ミ ドの 欠失領域図 く図
り か ら考え て ， PU BllO の 且 s衰漬流 に お ける安定
維持に 強く 関与 して い る 因子 は B A 3領域 を含 む 516
bpくNo ．2764－3279Iに 存在 して い る と考 え られ る． 従 っ
て ， 形質転換活性低下 現 象と 同様 に プラ ス ミ ドの 安 定
維持 に も B A 3領域 の 構造 が関与 し て い る と 思わ れ
る． そ こ で ， こ の 領域で と り う る構造 を検討 し たと こ
ろ， 図6 に 示 したよ う に 数種の ス テ ム ー ル ー プ構造が
形成可能 で あ っ た ． しか も ， 丘L 封適粛然 で 非常 に 不安
定で あっ た プラ ス ミ ド くpS M 132， pS M1391 で は こ の
ス テ ム ー ル ー プ構造 に 欠失が 及 ん で い た ．
IV． プ ラ ス ミ ド分 子 数 の 比 較検討
親 プ ラ ス ミ ドで ある pU BllO は 及 5融 砿短 艇胞 に
お い て 約40分子存在す る 川 ． そ こで ， 本研究で 用 い た
2種 の pU B llO誘導体 くpS M132 とpS M 1391 の 不 安
定性 は コ ピ ー 数の 減少 に よ る可能性が考 え られ る． こ
の 可能性 を検討す る た めに ， プ ラ ス ミ ドを保持 して い
る ほ ぼ同数の 及 ぶ祝 相 応 細胞 か ら D N A を抽出 し， そ
の プ ラ ス ミ ド D NA 量 を比 較検討 した． 図 7に 示 し た
ヱ9 0 0 G T G GG A TG A ACG AG CT TT G C A GT A A TG A T C CC G ニAA C A AT l
官 扁
AG A T A Cくこ八G A G
よ う に ， 複合 プ ラ ス ミ ド で は 親プ ラ ス ミ ド pUBllOに
比 し コ ピ ー 数 が 増加 して い るが ， B A3 領域の 欠 失くプ
ラ ス ミ ドの 不 安定化う に よ る コ ピ ー 数の 減少 は 観察さ
れ な か っ た
．
こ の 測定法 は必 ず しも厳密で は な い が，
8種 の 欠失 プ ラ ス ミ ド の コ ピ ー 数 は元 の pU Bllりに
比 し多少多 い 傾向 はあ っ て も決 して 少 なく は な い ．
考 察
，
S． 戊祝 柁 祝S 由来で 忍． 針路払仏 に お い ても 増殖可能な
薬剤耐性 プ ラ ス ミ ド pU BllOの 自 己複製 に 必 要な 領
域 を含む 3518 bp の 遺伝 子構成 を本研究 で 得 られ た結
果 を基 に して 図8 に 模式的に 表わ し た．
ま ず， こ の プ ラ ス ミ ド の 自 己 複製 に 必 要 な 領域
くO RIIR E P， 1631bpIの 解析結果か ら， こ の 領域内 に
見 い 出 さ れ た O R F 303遺伝 子 は 自 己 複製 に 必 要 な
R E P蛋 白 を コ ー ド す る遺 伝子 で あ る と 考 え られ た．
r抄 造伝子 で ある こ との 直接的証明 は ま だ な され て い
ない が ， D N A結合蛋白 に 存在 す る典型 的 な ア ミ ノ 酸
配列2 0Iが こ の 遺伝子 産 物 に も 認め ら れ る と の 報告 も あ
り2 り， 7
ノ
密 通伝子 で あ る 可能性が 強 い ． ま た， こ の プ ラ
ス ミ ドの 複 製は M bo 工 切 断部位 くNり．1077， 図 3 コ 近
く か ら開始 す る こ とが 知 ら れ て い る が， 本研究 で の 塩
基 配列決定 の 結果 ， こ の 切 断部位は O R F 30 遺伝子内
に 位置 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た ． 従 っ て ，
pU B llOの 複製 は r押 遣伝子 内部 か ら 始ま る こ と が予
想 され る． 同様 な O RIJIR E Pの 配置が S． a u re usか ら
単離 さ れ た テ トラ サイ ク リ ン 耐性 プ ラ ス ミ ド pT181
に お い て報 告され て い る2 2J．
図 8に 示 した BA 3領域 は in vitr oで B． s ubtilis 細
G TT GCT TTT C A A CA A A T
し 1
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Fig．6． Nu cle otide s equ enc e ofB A 3regio n．
Tw othick a rr o w sfa cing e a ch otherindicatethe sequ enc esc o mplem e nta ry to ea ch othe r a nd a r e
po ssible tofo m l a Ste m Stru Ctu re． Box ed sequen c eis apa rt of O R F12 4． Ea ch pla s midc o ntain s
the sequ e n c elft－Side ofv e rtic al lin e．
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見し1出され た 領域 で あ る． こ の B A 3領域及 び O R F124
遺 伝子 産 物 は 共 に pU BllOの 自 己複製 に は必 要で な
か っ た ． と こ ろ が ， B A 3領域 は プ ラ ス ミ ドの 安定性 と
且 5衰扉地 形質転換活性に 大き な 影響 を及 ぼ す こ とが
本研究 に よ り初 め て 明 ら か と な っ た ． しか も ， こ の 領
域 に は数種 の ス テム ー ル ー プ構造 が形 成可 能で あ り，
この 構造 に 欠尖が 及 ぶ と プ ラ ス ミ ドは 忍． 封詭拓偵 に






ー 有する 卸 ＋ く安定維持機能 を持 つ1 プ ラ ス ミ ドは細胞
Fig．7－ Ap pr o xim ate c op y nu mbe r of pU BllO
de riv ativ e swith deletio n sin BA 3r egio n．
RecE十 tra nsfo r m a nts withv a riouspla s mids w e r e
gr o w nin a Km m ediu m． W hole D N Aw a s
prepa r ed fr o m ap pr o xim ately equ al n u mbe r of
C ells a nd digested with Ec oR I． Line a rpla s mid
D NAs w e r e s epa rated inaga r o segelto estim ate
the a m o u ntby ethidium br o mide stainl ng， Ea ch
la n eis pU BllO， 1ニ pM SlO2
，
， 2三 pS M19， 3こ
PS MlO3， 4こ pS M132， 5こ pS MlOl． 6ニ PS MlO9， 7ニ
pS M139， 8i PS M1393， 9ニ a nd pM SlO2
，
B 7， 10，
re spe ctively． pM S lO2
，
B7 D N Aw a s e xtra cted
fr o mE ． c oliand u sed a s a siz e m a rke r．
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外膜の 分 画に 抽出さ れ て くる が， か汀－プ ラ ス ミ ド は膜
分画 に 抽出され な い こ と も報告され て い る2 4，． BA 3領
域 に 細胞膜 と の 結合活性 が認 め ら れ る こ と か ら，
pU B llO もこ の 領域 に 存在す る ス テム ー ル ー プ 構造 を
介し た細胞膜 へ の結合に よ っ て 安定に 維持され て い る
の か も しれ な い
． 同様の 安定維持機構が 且 n班 を宿主
と す る プ ラ ス ミ ド F の 研 究結果か ら 一りぺ － テ ィ ゾ ー
ム ，
，
モ デ ル と して考 え られ て い る2I
．
この モ デ ル で は，
そ の プ ラ ス ミ ド D NA 上の 特異的 な塩基配列 くバ ー
タ ー 部位ユ と自身の遺伝子 に コ ー ドさ れ て い る 複数の
蛋白が 複合体 を形成 し， この 複合体が さ ら に 細胞膜と
結合 し ぃマ ー テ ィ ゾ ー ム1， 形 成 さ れ た プ ラ ス ミ ド
D N A一蛋白 一 紙胸膜複合体は 2個ず つ 対合 した後， 細
胞隔壁 の 伸長 に 伴 っ て分離さ れ ， 2偶の 娘細胞 へ 均等
に 分配 さ れ て ゆく と 考え られ て い る ． pU BllOの 分配
も こ の パ ー テ ィ ゾ ー ム モ デル に 従 うと す れば ， BA3領
域に 見 い 出され た ス テ ム ー ル ー プ構造が バ ー タ ー 部位
に 相当す る と考 えら れ る． ま た， pU B llOの Ba m H ト
Eco R I領域く約 700 bpl に は O R FP，y の 2種 の 遺伝
子 が 存在 す る と そ の 塩基配列か ら示 唆 さ れ て お り2 り
く図8 う， さ ら に 本研究 で 用 い た プ ラ ス ミ ド pS M19
くB A 3領域 を有 して い るが ， O R印 ，y を欠い て い るう
は親 プラ ス ミ ド pU B ll Oで観察さ れ た 100％の 安定性
を示 さな か っ た の で， こ の O R F月，y は バ ー タ ー 部位と
結合 して プ ラ ス ミ ド を安定化す る 因子 で あるの か も し





















Fig．8－ A circ ula r m ap ofpU Bll O．
A minim u mfragm ent e ss e ntial fo r a uto n o m o u s
replic atio n show n in Fig．2 is pr ese ntedby O RII
R E P． Ar ro w s a r eO R Fs sho w nin Fig．3． The
regio n who se n u cleotide s equ en c eha s n ot be en
repo rted isindic atedbybr oke nlin e． O R FP a nd
y are sug gested by M clくe n Zie et al川 ．
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pU B lO の B A 3領域 は こ の プ ラ ス ミ ドの 安定維持
に 必要で あ ると 同時に 且 上血摘仏 の 形質転換能 に も
大 き く影響した ． 本研究で は プラ ス ミ ド の安定性と形
質転換活性の間に 長い 相関が得ら れ たが ， pC194で は
ス テム ー ル ー プ構造の 変化 に よ りプ ラ ス ミ ドが非常に
不安定に な っ た に も か かわ ら ず， 形質転換活性の低下
は観察 され な か っ た 細 ． 従っ て， こ の 両現象 を単純 に 結
び つ け る こ と は で き な い
． 現在 の と こ ろ， 本研究 で 得
ら れ た 且 5頭痛 紘 形質転換活性低下 現 象 の原因 は
は っ き りと しな い が， 且 5頭痛掠 に お け る ク ロ ー ニ ン
グ ベ ク タ ー と して の観点か ら みる と ， こ の現象は 重要
な意味を含ん で い る ． す なわ ち， 且 5頭痛 払 遺伝子 の
ク ロ ー ニ ン グ を 同 一 宿主 を受容薗と して用 い る場合，
染色体 へ の 組み込 み を避 ける た め に 柁Cg 一 株 を使用 し
な けれ ば なら な い が， その ク ロ ー ニ ン グ効率 を高 くす
る た め に は ベ ク タ ー D N Aに BA 3領域 を加 え る 必要
がある．
結 論
1 ． 且 5 祝加 地 に おい て増殖可能な カ ナ マ イ シ ン 耐
性 プ ラ ス ミ ド pU B llO の自己 複製 に 必要 な機能 は複
製開始点 を含む 1631塩基対に 含ま れ る こ とが 示 さ れ
た ． 塩基配列決定の結果， こ の 領域内に は 303 ア ミノ
酸 を コ ー ド す る遺 伝 子 が 見 い 出 さ れ ， こ の 蛋白 が
pU BllOの 自己複製に 必要 な R E P蛋 白 で あ る と 考 え
ら れ た．
2 ． pU B llO プ ラス ミド D N Aに は B． s ubti 姑 に お
け る安定維持に 積極的に 関与す る 領域が存在 した ． そ
れ は 且 5頭痛仏 紙胞膜 と の結合活性 を有 す る領域 を
含む 516塩基対か らな る領域 で あっ た ． その塩基配列
の解析 か ら， こ の 領域 に は蛋白を コ ー ドす る遺伝子 が
見当らず， 膜結合活性のある領域 に は数種の ス テ ム ー
ル ー プ構造 が形成可能で あ っ た ． そ して ， こ の ス テ ム ー
ル ー プ構造が 失な われ る と プ ラス ミ ドは非常 に 不安定
と な っ た ．
3 ． pロB llO の安定維持 に 必要 で あっ た こ の プ ラ ス
ミ ド D N A領域 はま た同時に 且 ざ祝如才払 を効率よ く形
質転換 させ る た め にも必要であっ た
．
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